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PROCEDE ET DISPOSITIF D 1 ANALYSE D" ACIDES NUCLEIQUES 
FIXES SUR UN SUPPORT 

DESCRIPTION 

Domains technique 

La presente invention se rapporte notamment a un 
procede de caracterisation, de quantification et de 
cartographie d'une base azotee, d'un acide nucleique, 
ou d'une base azotee d'un acide nucleique, fixe(e) sur 
un support. Elle se rapporte egalement a un procede de 
fabrication d'une biopuce a acides nucleiques formee 
notamment d'un support solide sur lequel est fixe au 
moins un acide nucleique, ainsi qu'a un dispositif de 
mise en oeuvre du procede de la presente invention. 

De maniere generale, la pr6sente invention trouve 
une application dans le domaine des dispositifs 
d' analyse chimique ou biologique utilises pour le 
sequengage et l'6tude de 1' expression des genes. 

Par exemple, ces dispositifs peuvent etre 
constitues d'un ensemble de sondes moleculaires 
identiques ou differentes, par exemple d' acides 
nucleiques, fix6es sur la surface miniaturisee d'un 
support, ou micro-surface. lis constituent ce qui est 
habituellement appele une biopuce, ou puce a ADN 
lorsque 1 'acide nucleique est un acide 
desoxyribonucleotidique et puce a ARW lorsque 1' acide 
nucleique est un acide ribonucleotidique . L' ensemble 
des acides nucleiques fixes sur les micro-surfaces de 
support forme une matrice de sondes . 
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Au cours de 1' analyse d'un echantillon au moyen 
d'une puce a ADN, les acides nucleiques cible d'un 
extrait sont marques et deposes sur la matrice de 
sondes. L ' hybridation , c'est-a-dire 1 ' appariement entre 
les molecules d' acides nucleiques complementaires, 
entre les sondes et les cibles marquees, permet de 
rep^rer et d' identifier les sequences d' acides 
nucleiques presentes dans 1 ' Echantillon analyse. 

De nombreux precedes de fabrication de biopuces 
ont ete decrits et developpes ces dernieres annees pour 
ameliorer la miniaturisation et la capacite ou densite 
de sites d' analyse sur une puce. 

Parmi ceux-ci, certains consistent a synthetiser 
in situ des acides nucleiques sondes sur des substrats 
structures. La methode de synthese fait appel a deux 
modes d'adressage diff brents pour structurer le 
substrat : soit a un mode d'adressage manuel, ou 
mecanique, soit a un mode d'adressage photochimique ou 
utilisant des techniques de lithographie . 

Le premier mode d'adressage est un -dressage 
manuel au moyen d'un microrobot ou en utilisant un 
synthetiseur automatique couple a la structure du 
substrat. Ce mode d'adressage est decrit par exemple 
dans le document Southern EM, Nucleic Acid Research, 
25 avril 1994, 22(8) : 1368-1373. 

Une amelioration significative des techniques de 
dep6t par micropipetage a l'aide de microrobots ou par 
des methodes d' impression par jet permet d'envisager 
des procedes industriels de realisation des sondes par 
des methodes de synthese chimique. Les documents 
WO-A-94 27719 de PROTOGENE LAB INC. et A. P. Blanchard, 
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R.J. Kaiser, L.E. Hood, Biosensors and Bioelectronics, 
vol. 11, n°6/7, pages 687 a 690, 1996 d<§crivent 
1 'utilisation de techniques d ' impression par jet pour 
distribuer sur diff^rents sites de la biopuce a ADN les 
guatre nucleotides actives de base de 1'ADN ainsi que 
les reactifs de couplage. 

Le deuxieme mode d'adressage comprenant les 
techniques d'adressage photochimique et les techniques 
lithographiques est d^crit par exemple dans Af fymetrix, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, Nov. 26 ; 93(24), 
13555-60. 

Dans ces deux modes d'adressage, la synthese met 
en jeu des reactions classiques de couplage par 
1 ' interm^diaire de phosphoramidites ou phosphites pour 
une condensation successive des nucleosides 
judicieusement proteges. Le document Caruthers, 
Science, Oct. 85, page 281 decrit un cycle de synthese 
comprenant les Stapes de d^protection, de couplage, de 
blocage ("capping") et d'oxydation. Ce cycle permet de 
faire croitre 1 ' oligonucleotide a partir de la surface 
du support constituant la biopuce. 

Contrairement a certains modes d * adressage , dans 
lesquels 1 ' oligonucleotide est presynthetise et done 
purifie et qualifie avant d'etre greffe sur le support 
solide, les deux modes d'adressage pr£cites requi&rent 
une caract^risation des acides nucleiques synthetises 
apres chaque etape de couplage des nucleotides car il 
n'y a pas de possibilite de purification apres la 
synthese. 

Par exemple, une synthese sur support solide dans 
des sites de (100x100) urn 2 a partir de quantites de 



B 13325.3 EE 



reactifs de quelques nl necessite une optimisation du 
procede de synthese afin d'obtenir un rendement de 
couplage le plus proche possible de 100%. En effet, la 
qualite de 1 'hybridation va dependre de la purete des 
sondes synthetisees . II est done necessaire de 
qualifier chaque etape de synthase et de pouvoir 
verifier les sequences synthetisees. 

De plus, apres la realisation de la synthese des 
oligonucleotides, un contr61e de la densite des sondes 
ainsi que 1 1 uniformity de cette density sur le substrat 
doit §tre effectue. 

Etat de la technique 

La m^thode la plus utilis6e pour les calculs de 
rendement par etape est la mesure de 1 * absorption a 
500 nm des cations dimethoxytrityl apr&s deprotection 
des nucleosides. Cette methode est par exemple d£crite 
dans Tetrahedron Letters, vol. 25, n°4, pages 375 k 
378, 1984. 

Selon les quantites de sondes synthetisees les 
absorbances a mesurer peuvent varier entre 0,2 et 10~ 3 , 
cette absorption est en general mesuree par un 
speccrometre a double faisceau dont la precision 
absolue est de l'ordre de 0,1%. II se pose un probleme 
de jensibilite de 1' instrument de caract£risation 
necessaire a la synthese in situ. Si la mesure 
d'absorbance est suffisamment precise <10" 3 , il est 
possible de calculer le rendement par etape. Cette 
mesure n'est pas specif ique d'une base et ne peut done 
pas donner d' indication sur la sequence synthetisee. Le 
dosage du cation trityl est global pour 1 ■ ensemble du 
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substrat, il permet de calculer une densite moyenne de 
sondes par substrat mais ne donne aucune indication sur 
son uniformite. 

Le document Pease A.C. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
mai 1994, vol, 91, pages 5022 a 5026 d£crit une mesure 
de la fluorescence apres hybridation avec des sondes 
marquees £quivalentes aux sondes synthetisees qui 
permet de determiner ios sequences. Mais cette mesure 
intervient apres la syn these complete des sondes, 
aucune information sur le rendement etape par etape ne 
peut §tre obtenue . 

Une amelioration de cette technique vient d'etre 
propos^e par Affymetrix dans Glen Mac Gall, J. Org. 
Chem., 1998, 63, pages 241 k 246. Elle permet d'obtenir 
un rendement k chaque etape de synthase. Des regions de 
longueurs d'acides nucl^iques variables sont d^finies 
par lithographie, et en fin de synthese, un couplage 
avec un phosphoramidite comportant de la fluoresc^ine 
est effectue sur toutes les sondes de longueurs 
variables . 

Cette methode permet la mise au point des proced^s 
de synthese sur support solide mais elle ne permet pas 
de caracteriser les etapes successives de greffage des 
oligonucleotides avant la fin de la synthase complete 
des differents oligonucleotides. 

La technique MALDI-TOF ("Matrix Assisted Laser 
Desorption/ Ionization Time of Flight") decrite dans 
Little P.D., Anal. Chem. 1997, 69, pages 4540 a 4546, a 
ete mise en oeuvre pour analyser des biopuces 
comportant des sondes d'ADN. Cette technique est 
actuellement celle qui permet la meilleure resolution 
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pour des quantities d' analyse pouvant aller jusqu'a 
2,5 fentomole. Malheureusement , elle est destructive et 
demande une mise en oeuvre specif ique. En ef f et, les 
sondes doivent etre clivables chimiquement en fin de 
synthese et etre co-cristallisees avec un materiau 
permettant 1' absorption du laser utilise, 

Une autre technique encore consiste k effectuer un 
clivage des sondes apres synthese. Ceci permet leur 
analyse par HPLC ( "High Pressure Liquid 
Chromatography"). Cette methode peut aider & la mise au 
point de proced^s de synthese sur support solide, mais 
ne peut en aucun cas §tre utilis6e pour la 
caract^risation de la synthase in situ sur substrat 
structure. 

Expose de 1' invention 

La pr^sente invention a precisement pour but de 
fournir un proc£d£ permettant notamment de qualifier 
chaque etape de synthese d'une biopuce et de verifier 
la sequence d' acides nucleiques synth^tises sur le 
support, leur density et leur uniformite, ledit proced6 
palliant les probl^mes precites rencontres dans les 
techniques de I'art anterieur notamment pour le 
control e de la fabrication des biopuces a acides 
nucleiques . 

Le procede de 1 ' invention permet de caract^riser , 
de quantifier et de cartographier une base azot6e, un 
acide nucleique ou une base azot6e d'un acides 
nucleiques, fixe(e) sur un support. II est caract^rise 
en ce qu'il consiste respectivement a caract^riser , 
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quantifier et cartographier ledit acide nucleique ou 
ladite base azotee par une methode par effet mirage. 

Afin de simplifier la description qui suit, il est 
fait usage du terme " echantillon" pour designer une 
5 base azotee, un acide nucleique ou une base azotee d'un 
acide nucleique fixe(e) sur un support. 

Les acides nucieiques et bases azotees sont par 
exemple d^crits dans 1 ' ouvrage "Biochimie G^n^rale" , 
J.H. WEIL, 6eme Edition - MASSON, pages 279-288. 

10 Dans la pr^sente description et les revendications 

en annexe, le terme acide nucleique designe une chaine 
de nucleotides relies entre eux par des liaisons 3 ' -5 ' 
phosphodiester . Les nucleotides sont des esters 
phosphoriques des nucleosides, les nucleosides 

15 r^sultent quant k eux de la liaison d'une base azotee, 
purique ou pyrimidique, avec un ribose ou un 
d^soxyribose. L' acide nucleique est un acide 
ribonucleique (ARN) lorsque les nucleotides constituant 
1' acide nucleique contiennent le ribose, et un acide 

20 desoxyribonucieique (ADN) lorsque les nucleotides 
constituant 1 ' acide nucleique contiennent le 
d£soxyribose. Les bases azotees sont de maniere 
generale l'adenine (A), la guanine (G) , I'uracile (U) 
et la cytosine (C) lorsque 1' acide nucleique est un 

25 ARN, et 1* adenine, la guanine, la thymine (T) et la 
cytosine lorsque 1' acide nucleique est l'ADN. 

Le procede de la pr£sente invention permet de 
caracteriser, quantifier, cartographier les acides 
nucleiques ARN ou ADN, et leurs bases azotees ainsi que 

3 0 leurs derives. 
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Par derives, on entend par exemple des acides 
nucleiques contenant des derives des bases azotees 
precipes, appel^s aussi bases anormales, par exemple 
la 5-hydroxymethylcytosine, ddrivee de la cytosine. 
| 5 La prdsente invention fournit egalement un procede 

If de fabrication d'une biopuce a acides nucleiques form^e 

notamment d'un support solide sur leguel est fixe au 
3 moins un acide nucleique synthetise in situ, ledit 

procede comprenant au moins un cycle de synthase et 
10 d' analyse incluant notamment d'une part un couplage 
d'une base azot6e pour la synthese in situ dudit acide 
nucleique fixe sur le support, et d' autre part, une 
analyse destin^e k contr61er le couplage de ladite base 
| azot^e, ladite analyse etant r6alis6e au moyen d'un 

15 proc6d£ de caract^risation, de quantification ou de 
cartographie de la pr^sente invention. 

Les techniques de synthese in situ d* acides 
nucleiques sont d6crites notamment dans les ouvrages 
precites consacres a la fabrication de biopuces par 
20 exemple dans Caruthers, Science, Octobre 1985, page 281 
et suivantes. Le couplage de la base azotee correspond 
bien entendu a la formation de la liaison 3'- 
5 'phosphodiester precitee entre 1' acide nucleique en 
cours de synthese et le nucleotide comprenant la base 
25 azotee a coupler. 

II est important de noter ici que les couches 
minces d 1 acides nucleiques sont habituellement 
considerees comme etant non absorbantes. Ceci est 
notamment decrit dans "Ellipsometric and 

30 interf erometric characterization of DNA probes 
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immobilized on a combinational assay", Gray et al . , 
Langmuir 1997, 13, 2833-2842. 

Malgre cela, les presents inventeurs se sont 
interesses aux methodes par effet mirage, appelees 
aussi methodes photothermigues . 

Ces methodes ont. toutes en commun 1' excitation de 
1 1 Echantillon dont 1' absorption doit §tre mesuree par 
une source lumineuse, appelee faisceau pompe, en 
general un laser, module a une certaine frequence. Une 
partie de l'energie lumineuse incidente est absorbee 
par 1 ' Echantillon. La proportion d'energie absorbee est 
fixee par le spectre d'absorption de 1 ' Echantillon et 
le spectre d' Emission de la source d' excitation. Une 
partie de 1 ' Energie absorbee genEre un gradient de 
temperature local engendrant un gradient d'indice. 

Les mEthodes photothermiques consistent k dEtecter 
ce gradient d'indice. 

Les inventeurs ont astucieusement mis en Evidence 
que parmi les methodes photothermiques, ou mEthode par 
effet mirage, la mEthode de deflexion photothermique 
peut par exemple etre utilisEe selon la prEsente 
invention . 

La mEthode de dEflexion photothermique est une 
mEthode qui consiste a mesurer la dEviation d'un 
faisceau lumineux, appelE faisceau sonde, passant dans 
la zone ou se trouve le gradient d'indice. En d'autres 
termes, elle consiste a mesurer la dEviation du 
faisceau sonde due a 1 1 Echauf f ement d'un Echantillon 
absorbant par 1 ' intermEdiaire du faisceau pompe. Cette 
technique de dEflexion photothermique a EtE appliquEe a 
1' analyse de surface telle que la cartographie 
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d'absorption, l'imagerie de parametre thermique, mais 
non pour caracteriser , quantifier et cartographier un 
acide nucleique ou une base azotee d'un acide nucleique 
fixe(e) sur un support. 
| 5 Une presentation complete, et suffisante pour 

realiser la presente invention, des m^thodes 
photothemiques peut §tre trouvee par exemple dans 
l'ouvrage "Photo thermal Spectroscopy Methods for 
Chemical Analysis, S.E. Bialkowski, vol. 134 in 
10 Chemical Analysis : a Series of Monographs on 
Analytical Chemistry and its Applications, Wiley". 

Dans le cas d'une m6thode de deflexion 
photothermique, 1* acide nucleique, ou la base azotee de 

% 

1' acide nucleique, est done eclaire par une lumiere 
15 provenant d'une source d ■ excitation, et 1 ' absorption, 
la deviation ou la reflexion de la lumiere provenant de 
la source d' excitation par 1' acide nucleique, ou par la 
base azot6e, est d^tectee ou mesuree au moyen d'un 
faisceau sonde. 

20 La figure 1 en annexe est un graphique qui 

represente la variation, en fonction de la longueur 
d'onde, du coefficient d' absorption des bases A, T, C, 
G et U permettant de determiner les longueurs d'onde de 
mesure pour le procede de la presente invention. Sur 
25 cette figure, 1 ' axe des abscisses represente la 
| longueur d'onde X en run et 1 ' ordonn£e le coefficient 

d'absorption molaire (C.A.M.) (xl0°) . La reference 60 
indique le spectre d'absorption de 1 ' adenine (A), la 
reference 62 de la thymine (T) , la reference 64 de la 
30 cytosine (C), la reference 66 de la guanine (G) et la 
f? reference 68 de l'uracile (U) . Ces spectres permettent 
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aussi de choisir la zone des longueurs optimales de 
sensibility de l'ADN ou ARN. 

Selon 1 'invention, la source d'excitation peut 

■j. v. ■ 

etre par exemple une source coherente ou une source 

5 incoherente . :;r?p : 

* >* ■ 

Le role du faisceau pompe est defini ci-dessus . II 
peut provenir par 62xemple d'un laser puls6, ou 
laser continu module en intensite, dont la Ion 
d'onde d' emission est dans la bande d'absorption des 

10 acides nucl6igues. Dans le cas des acides nucl^iques, 
les ordres de grandeurs des 6paisseurs de couche sont^; 
generalement de quelques nanometres . 

Selon 1' invention, le faisceau pompe peut done 
§tre une lumiere coherente par exemple un faisceau d'un 

15 laser choisi parmi un laser argon ayant une longueur 
d'onde de 275 nm, ou un laser solide, par exemple YAG 
quadruple, ayant une longueur d'onde de 266 nm. Selon 
1' invention, 1' absorption peut etre detectee ou mesuree 
dans une gamme spectrale allant de 200 £3 00 nm. 

20 Selon 1' invention, le faisceau pompe peut 

egalement etre une lumiere incoherente, par exemple 
polychromatique, si le spectre d' Emission de la source 
permet d'obtenir suffisamment de signal pour la 
detection. La lumiere incoherente peut par exemple 

2 5 provenir d'une lampe a vapeur de mercure. 

Le faisceau sonde est de preference dirige a 
proximite de la portion d' echantillon eclairee par le 
faisceau pompe. Par ailleurs, le faisceau sonde peut 
etre identique ou different du faisceau pompe. 

30 Selon 1' invent ion, le faisceau sonde a de 

preference une longueur d'onde qui n'est pas absorbee 
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par le substrat ni les acides nucleiques en presence. 
Le faisceau sonde est. de preference un faisceau laser. 
11 peut par exemple avoir une longueur d'onde allant de 
400 a 700 nm. Ceci permet de faciliter 1 1 alignement par 
D 5 rapport a 1 ' echantillon, parce que les longueurs d'onde 

1 sont dans le domaine du visible. II peut par exemple 

etre issu d'un laser helium-neon a 633 nm. 

La position relative des faisceaux sonde et pon^e ; - 
definit la configuration employee. Par exemple, le 
10 faisceau sonde peut traverser un ou plusieurs des 
milieux suivants : les acides nucleiques, le support; 
solide, ou le miliesu environnant, par exemple, 'ffffih 
liquide ou de l'air. L ' orientation du faisceau sonde 
§ par rapport au faisceau pompe peut §tre choisie k 

15 loisir, par exemple en fonction de , 1 1 encombrement 
m^canique et/ou pour optimiser la sensibility en 
cherchant le maximum d' absorption en fonction de 
1' angle d' incidence. 

Selon 1' invention, les faisceaux sonde et pompe 
2 0 peuvent se croiser. La position du point de croisement 
eventuel peut 6galement etre fixee ci loisir, notamment 
en fonction de la recherche de 1' optimum de 
sensibilite. En regie generale, le point de croisement 
se situe d~ns le maximum du gradient thermique. 
25 Selon 1' invention, les faisceaux sonde et pompe 

■ peuvent etre disposes dans une configuration transverse 

^ ou dans une configuration sensiblement colin^aire. Dans 

la configuration transverse, les faisceaux sonde et 
pompe se croisent et sont perpendiculaires . Cette 
30 configuration est representee schematiquement sur la 
figure 2 annexee. Dans la configuration sensiblement 
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colineaire, les faisceaux pompe et sonde se croisent 
mais sont presque colineaires. La figure 3 annexee est 
une representation schematique de la configuration 
colineaire. 

5 Sur ces figures, la reference 1 indique le 

faisceau pompe, la reference 3 le faisceau sonde dans 
la configuration transverse, la reference 3 le faisceau 
sonde dans la configuration sensiblement colineaire, la 
reference 7 un laser, la reference 9 un detecteur tel 

10 qu'un detecteur a quatre quadrants et la reference 11 
1 ' echantillon constitue du support solide sur lequel 
sont fixes les acides nucleiques. 

La reflexion ou la refraction du faisceau sonde 
peut §tre d^tectee au moyen d'une photodiode multi- 

15 Element, par exemple d'un detecteur a deux ou quatre 
cadrans, d'une barret te ou d'une matrice, ou k I'aide 
d'une photodiode simple, soit partiellement recouverte 
par un cache ou couteau, soit ne recevant qu'une par tie 
du faisceau sonde. 

20 Dans le cas d'une photodiode simple, un autre 

detecteur peut etre necessaire, afin de dissocier les 
variations d' absorption des acides nucleiques des 
variations eventuelles de puissance du faisceau pompe. 

La figure 4 est une illustration schematique de 

25 differentes configurations de detection de la deviation 
du faisceau sonde. Sur cette figure, -A- represente 
schematiquement un detecteur 13 bi-quadrant et un spot 
15 forme par le faisceau sonde sur le detecteur, ,-B- 
represente un detecteur 4 quadrants, -C- represente un 

30 detecteur matriciel, -D- represente une photodiode 
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c 1 est-a-dire parallele au plan d' incidence des 
oligonucleotides afin d'optimiser la sensibilite de 
detection. En effet, dans certains cas, 1' absorption en 
polarisation P passe par un maximum k 1' angle de 
5 Brewster du substrat, par exemple 56,6° pour le verre. 

Chaque base a un spectre d' absorption specif ique 
qui peut etre exploite. Selon la presente invention, 
nous suivons Involution du signal de photodef lexion en 
fonction du nombre de base. 
10 Au premier ordre, le coefficient d* absorption 

d'une couche el6mentaire s'£crit : 

A=cxe= (4rck/A,) . e 
dans laquelle A designe 1' absorption d'une couche 
el&nentaire, a designe le coefficient d ■ absorption, e 
15 designe 1 1 6paisseur mecanique, k designe le coefficient 
d' extinction de la couche mince et X la longueur d'onde 
du faisceau pompe. 

Apr6s la croissance de N bases i, nous aurons 
s implement : 

i=N i=N 

20 A = £ ct^i = X Wicki / X) .e L 

i=l i=l 

Dans le domaine de la biologie, on peut £galement 
exprimer ce coefficient sous la forme suivante : 

i = N 

A = £ In 10e i c i 
i=l 

: | Ei et ci designent respectivement le coefficient 

25 d' extinction molaire (1 .mol" 1 . cm" 1 ) et la concentration 
(mol.l* 1 ) pour chaque base. 

A titre indicatif, les coefficients d' extinction 
de 1 ' ordre de 10" 2 a 1CT 3 , et les absorptions mesurables 
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sont de l'ordre de quelques centaines de ppm. II s'agit 
done de signaux optiques f aibles . 

Les etapes i interviennent au premier ordre de 
maniere additive sur les etapes precedentes . Le signal 
5 est done simple a interpreter et permet de suivre 
Involution de la croissance des bases avec les Stapes 
de synthase in situ des oligonucleotides. 

Selon 1' invention, le support peut §tre par 
exemple un support de verre, de silicium oxyde, de 

10 plastique ou un gel. Ce support peut etre par exemple 
un support plan ou presentant des micro-cavites par 
exemple des microcuvettes . 

Selon 1' invention, le premier nucleotide peut etre 
fixe sur le support pour la synthase in situ par des 

15 reactions classiques de chimie, choisies d'une part 
suivant le support et d' autre part de maniere k fixer 
le nucleotide sur le support de preference par liaison 
covalente. Ces reactions chimiques sont par exemple 
decrites dans Chemistry Letters, 1998, p. 257-258 et 

20 Analytical Biochemistry 247, p. 96-101, 1997. 

La presente invention fournit egalement un 
dispositif pour la mise en oeuvre du proc6de de la 
presente invention, en particulier lorsque la methode 
est une methode de deflexion photothermique . 

25 Le dispositif comprend les elements suivants : 

- un moyen de positionnement de 1 1 echantillon 
comprenant un support sur lequel sont fixes les 
acides nucieiques, 

- un moyen d'eclairage de 1 1 echantillon, 

3 0 - un moyen de detection et/ou de mesure de 

1 ' absorption, de la deviation ou de la 
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reflexion de la lumiEre par 1 ' Echantillon 
lorsqu'il est eclaire par ledit moyen 
d'Eclairage, et 

un moyen de positionnement dudit moyen 
d'Eclairage et dudit moyen de detection et/ou 
de me sure. 



% Selon 1' invention, le moyen de positionnement de 

1 • Echantillon peut etre tout moyen connu de dEplacement 
10 precis de 1 1 Echantillon par exemple des platines de 
translation et de rotation micromEtriques par exemple 
de la marque de commerce MicroControle ou de la marque 
de commerce Spinder Hoyer. Ces moyens peuvent §tre 
% motorists afin de permettre une automatisation 

15 notamment pour une cartographie. 

Selon 1' invention, les moyens d'Eclairage et de 
dEtection de 1' absorption de la lumiere par 
1 ' Echantillon peuvent §tre choisis notamment en 
fonction du support et des acides nuclEiques a 
20 detecter. Le moyen d'Eclairage de 1 » echantillon peut 
etre par exemple un faisceau pompe tel qu'il est dEfini 
prEcEdemment . Le moyen de dEtection de 1' absorption 
peut comprendre un faisceau sonde et des moyens de 
detection de la refraction ou de la rEf lex' ?n d'un 
25 faisceau sonde. Ces moyens sont dEcrits ci-dessous et 
dans les exemples suivants . 
^ Selon 1' invention, les moyens de positionnement 

des moyens d'Eclairage et de dEtection prEcitEs peuvent 
§tre des moyens tels que ceux prEcitEs pour le 
30 positionnement de 1 ' echantillon. 
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L ' originality de 1 ' invention repose done notamment 
sur le fait que jamais une technique photothermique n*a 
ete utilisee pour caracteriser, quantifier et 
cartographier une base azotee, un acide nucleique ou 
5 une base azotee d'un acide nucleique fixe(e) sur un 
support. Plus generalement , aucune methode basee sur la 
mesure de variation d' absorption n'a et£ utilisee pour 
ce type d' analyse sur support. 

Le procede de la presente invention presente 

10 notamment l'avantage de ne necessiter aucune 6tape de 
marquage ni marqueur . II peut etre utilise par exemple 
avantageusement pour la fabrication de biopuces k 
acides nucleiques. La caractyrisation, quantification 
et cartographie de chaque base azotee, par exemple a 

15 chaque £tape de synthese in situ d'une biopuce k ADN ou 
k ARN, permet de suivre avec precision chaque 6tape de 
ladite synthese, et par consequent, de controler la 
density, 1' uniformity de la density et la quality de la 
biopuce fabriquee et eventuellement de rectifier les 

20 erreurs au cours de la synthese. 

Ceci n'etait pas possible avec les techniques de 
l'art anterieur. Les biopuces obtenues grace au procedy 
de la presente invention sont precises, homogenes et 
f acilement reproductibles . 

25 Le procede de la presente invention permet 

d'optimiser le procede de synthyse in situ 
d'oligonuciyotides pour la fabrication de biopuces et 
d'obtenir un rendement de couplage proche de, ou allant 
jusqu'a, 100%. Cette utilisation sera illustree dans 

30 les exemples ci-dessous. 
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D'autres elements de 1' invention et avantages 
apparaitront encore a la lecture de la description et 
des exemples qui suivent en reference aux dessins en 
annexe, donnas bien entendu a titre illustratif et non 
limitatif . 

Breve description des figures 

- la figure 1 est un graphique qui represente la 
variation, en fonction de la longueur d'onde, 
du coefficient d' absorption molaire des bases 
azotees G, C, T et A ; 

- la figure 2 est un schema illustrant une 
deflexion photothermique en configuration 
transverse pour 1 1 analyse d'un echantillon k 
tester selon le proced6 de la pr^sente 
invention ; 

- la figure 3 est un schema illustrant une 
deflexion photothermique en configuration 
longitudinale pour 1 'analyse d'un echantillon a 
tester selon le proc^de de la presente 
invention ; 

- la figure 4 est une illustration schematique de 
diff^rentes configurations de detection de la 
deviation du faisceau sonde; 

- la figure 5 est une illustration schematique 
d'une mesure de 1' absorption d'un echantillon 
par la methode de deflexion photothermique en 
configuration transverse selon 1' invention ; 

- la figure 6 est un schema illustrant un 
dispositif pour la mise en oeuvre du proc£de de 
la presente invention ; 
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- les figures 7 et 8 montrent schematiquement le 
mode de determination de 1'" image" apres chaque 
etape de synthese d'une sonde selon le procede 
de la prSsente invention ; 
5 - la figure 9 reprSsente Involution temporelle 

des signaux photothermiques obtenus sur des 
substrats de silice selon la presente 
invention. 

10 Examples 

Exemple 1 : methode de me sure 

Le syst^me utilise dans cet exemple, selon 
1' invention est basS sur la deflexion photothermique en 

15 configuration transverse. 

La figure 5 en annexe est une illustration 
schematique de principe d'une mesure de 1' absorption 
d'un Schantillon constitu<§ d'un acide nuclSique ou 
d'une ba^e azotSe d'un acide nucleique fix6(e) sur un 

20 support par la methode de deflexion photothermique 
selon 1' invention. 

Sur cette figure, le faisceau pompe 19 est issu 
d'un laser argon continu a 275 run (COHERENT INOVA 40 
(marque de commerce) (non represents ) , il est focalisS 

25 sur 1 'echantillon 11 a l'aide d'un miroir spherique 
(non represente) , le diametre du spot (non represents) 
est d' environ 70 microns a la surface de 1 ' echantillon 
11. La longueur d'onde du faisceau pompe est choisie de 
maniere k permettre la detection des acides nuclSiques. 

30 La puissance du faisceau pompe est de 3 00 mW en sortie 
du laser. 
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Le faisceau sonde 21 est celui d'un laser helium- 
neon a 633 nm. La longueur d'onde de ce faisceau sonde 
est indif f^rente. Selon 1' invention, une longueur 
d'onde eloign^e de celle du faisceau pompe permet 
d'obtenir un meilleur rapport signal sur bruit. 

La detection de la deflexion du faisceau sonde 21 
est effectuee h l'aide d'un detecteur quatre quadrants 
-B- (voir figure 3) suivi d'une Electronique 
d' amplification et de soustraction (non representee) .La 
reference 21a indique le faisceau sonde devi6 par 
deflexion photothermique . L' angle 9 indique 1' angle 
d' incidence du faisceau pompe 19 par rapport a la 
normale 20 a 1 ' echantillon (indiquEe en trait mixte) , 
et la r6f6rence 19a le faisceau pompe 19 r6fl6chi sur 
1' Echantillon. 

Un filtre interf Erentiel (non reprEsentE) 
selectionnant la longueur d'onde du faisceau sonde peut 
etre placE devant le detecteur quatre quadrants afin 
d'Eviter 1' influence d'une lumiere parasite provenant 
du faisceau pompe module. 

Dans le dispositif de la prEsente invention, le 
laser sonde, le detecteur quatre quadrants et 
1 'electronique associEe peut faire partie integrante 
d'une cellule de mesure cominerciale par exemple celle 
de la sociEte ALIS. Le signal issu de cette cellule est 
envoye vers une detection synchrone. 

Le faisceau pompe peut etre moduli grace k un 
disque a fente mecanique, appele aussi ci-apres chopper 
mecanique, dont la frequence est reglable. Le signal de 
commande du chopper sert de reference a la detection 
synchrone. La frequence est de 157 Hz. Le signal mesure 
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est obtenu a la sortie de la detection synchrone 
(amplitude du signal de deviation a la frequence de 
modulation du faisceau pompe) . r. 

Le positionnement de 1 'echantillon et des deux 
5 faisceaux les uns par rapport aux autres est assure-par 
des platines de translation et de rotation 
micrometriques (marque de commerce Micro-Controle deMa 
societe) dont certaines sont motorisees a ^^ n^ l^^^ 
permettre une automat isat ion pour une cartographie, .par 

10 exemple d'une biopuce, et dans certaines phases du 
reglage. Les reglages sont effectues automatiquement^ 
afin de maximiser le signal de deflexion dans un ptlba 
orthogonal a 1 ' echantillon contenant le faisceau sonde. 
Lors des cartographies, si cela est n6cessaire,^:un 

15 deplacement correctif est effectuS dans une direction 
orthogonale aux axes de balayage de la cartographie 
afin de garantir la conservation d'un positionnement 
relatif correct au cours de la cartographie. Ce 
deplacement correctif est determine automat iquement 

20 dans une Stape preliminaire de mesure . L' angle 
d' incidence du faisceau pompe par rapport a la normale 
a 1 ' echantillon, et 1 ' orientation de la cellule par 
rapport k 1 ' echantillon, peuvent §tre reglables. Les 
positions et orientations relatives des faisceaux sonde 

25 et pompe peuvent etre egalement reglables 
independamment . 

Un schema d'un dispositif selon 1 ' invention est 
represents sur la figure 6 annexee. Sur cette figure, 
un obturateur, non represents sur le schema, permet de 

3 0 couper le faisceau pompe pendant les phases de 
deplacement et de le retablir pendant un laps de temps 
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bien determine apres un temps d'attente choisi pour 
permettre la stabilisation du montage apres un 
deplacement. La reference 23 indigue un laser argon a 
275 run, la reference 25 des miroirs de positionnement 
§ 5 du faisceau laser, la reference 27 indique un chopper 

% mecanique, la reference 29 le faisceau laser apres son 

passage a travers le chopper, la reference 31 un miroir 
~ A de focalisation et la reference 35 1 ' echanti lloav^e s 

mesure, la reference 3 6 le faisceau helium-neon sonde 
10 et la reference 37 la photodiode a quatre quadrants.' .", 
La rep^tabilite du positionnement de 1 ' echantillon 
peut etre assuree par exemple par une lune^e 
autocollimatrice qui n'est pas representee sur: le 
^ schema. L ' ensemble du dispositif de mesure peut §tre 

15 pilots par une station de travail, qui commande les 
d^placements et fait 1 1 acquisition des signaux de 
deviation dans deux directions orthogonales . 

Dans ce mode de realisation, la deviation est 
mesuree suivant une direction parallele au plan de 
20 1 ' echantillon et suivant une direction orthogonale a 
celui-ci. C'est cette derni^re qui constitue le signal 
utile. Le signal eiectronique fourni par la detection 
synchrone peut etre utilise tel quel par comparaison 
d'un pc^'nt a un autre de 1 ' echantillon. 
25 On peut egalesment le convertir en valeur 

d' absorption en effectuant une mesure de reference sur 
" ? : un echantillon repute stable dans le temps et sous flux 

laser, dont 1' absorption est mesurable au 
spectrophotometre et se situe dans la gamme de 
30 linearite du banc de mesure de deflexion 
photothermique . 
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Exemple 2 : Synthese in situ d' oligonucleotides sur 
substrat de silice 

Les substrats de silice utilises sont de type 
5 Suprasil (Soci6te SESO) et presentent un diametre de 
50 mm et une epaisseur de 3 mm. 



1 - Hydroxylation de surface 

Une solution contenant 2 g de soude NaOH/6 ml 
10 d'eau desionisee/8 ml d'ethanol a 95% est prepar6e et 
les substrats sont mis en incubation dans celle-ci 
pendant 2 heures . Les 6chantillons sont ensuite rinces 
a 1 1 eau desionisee et sech£s avec une soufflette k 
azote. Cette £tape permet la creation de groupements 
15 hydroxyles en surface de la silice (voir formule (I) 
ci-dessous) . 

2 - Silanisation 

2 ml de 3-glucydoxypropyltrimethoxy silane (98%) 
est mis en solution dans 7 ml de toluene et 0,6 ml de 

20 triethylamine. Les echantillons sont mis dans cette 
solution pendant une nuit a 80 °C. lis sont ensuite 
seches a 1' acetone et a 1* azote a l'aide d'une 
soufflette et recuits a 110°C pendant 3 heures. La 
reaction chimique de silanisation peut etre schematisee 

25 de la maniere suivante : 



/ 



/ 

/ 
/ 



— SiOH 



silanisation y 

(Eiojasu^/s^ / 



— Si — O- 
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3 - Ouverture de la fonction epoxyde 

Une solution contenant 3 0 ml d 'hexaethyleneglycol 
et 18 ]il decide sulfurigue est utilisee pour permettre 
1' ouverture de la liaison epoxyde et ainsi la fixation 
| 5 de 1 'hexaethylene glycol. L ' ouverture de la fonction 

epoxyde peut etre schematisee de la maniere suivante : 



0 

/ 
/ 



OH 



10 4 - Synthese d ' oligonucleotides 

La synthese d' oligonucleotides par voie 
phosphoramidite est d^crite dans le document Caruthers, 
Sciences, Octobre 1985, page 281. Elle comporte les 
Stapes : 

15 de detrytilation, de couplage, d' ac'6tylation, et 

d'oxydation. 

Detritylation : 

L ' echantillon est mis dans 2 ml d'une solution 
20 contenant 3% d'acide trichlorac6tique dans du 
dichlorome thane (DMT Removal lot 2257-1 de Roth) , 
pendant 2 minutes sous agitation. II est ensuite rince 
dans du dichlorornethane puis dans de 1 ' acetonitrile et 
seche par jet d' azote sous pression. 

25 

Couplage : 

2 ml d'une solution contenant 25 mg de 2 ' -deoxy- 
5 ' -O-dimethoxytrityl-3 ' -0- (pcyano^thyl N, N-diisopropyl 
amino) phosphoramidite sont melanges k 150 ul de 
30 tetrazole. L ' echantillon est mis dans cette solution 
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sous agitation sous argon pendant 10 minutes. II est 
ensuite rince dans de 1 ' acetonitrile et seche par jet 
d' azote sous pression. 

Capping : 

Une solution contenant 1 1 de CAP1 et 1 ml de CAP2 
est preparte (CAP1 : anhydride acetique/lutidine/THF, 
CAP2 : 1-methylimidazole/THF) . L 1 echantillon est mis 
dans cette solution pendant 2 minutes. II est ensuite 
rince dans de 1 ■ acetonitrile et seche par jet d' azote 
sous pression. 

Oxydation : 

L' Echantillon est mis dans une solution de 4 ml 
d' Oxydation Reagent (iode/eau/pyridine/THF lot 2254.2 
de Roth) sous agitation pendant 1 minute. II est 
ensuite rince dans de 1 ' acetonitrile dans du 
dichloromethane puis dans de 1 1 acetonitrile, et sech6 
par jet d' azote sous pression. 

Ces etapes sont reproduites N fois, N Etant le 
nombre de meres de 1 ' oligonucleotide a synthetiser. 
C'est l'etape de couplage qui determine la nature de la 
base de chaque nucleotide (A, C, G, T ou U) . 

Example 3 ; me sure d 1 absorption d' oligomer es de 
longueurs differentes ; 

Cet exemple a ete realise sur des supports de 
silice prepares comme dans 1 1 exemple 2 , d 1 epaisseur 
comportant lmere, 2meres et 8meres et de sequences 
constitutes uniquement de bases T. 
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Le but de cet exemple est de montrer que le 
proc^de de la presente invention permet de diff^rencier 
la croissance d'un oligonucleotide base par base. 

Nous avons realise quatre 6chantillons diff^rents 
nommes Ech.l a Ech.4 avec les m6thodes decrites 
pr6c6demment . Ces 6chantillons sont les suivants : 

Ech.l : silice/traitement NaOH/ silanisation/HEG, 

Ech.2 : silice / traitement NaOH/silanisation/ 

HEG/synthese d'un monom£re comportant une 
une base T, 

Ech.3 : silice/traitement NaOH/silanisation/ 

HEG/synthese d'un dimere comportant une 

base T sur chaque nucleotide, 
Ech.4 : silice/traitement NaOH/silanisation/ 

HEG/synthese d'un oc tamer e comportant une 

base T sur chaque nucleotide. 

1 ) Paramfetres de mesures : 

Les mesures ont ete faites au moyen d'un laser 
argon . 

Longueur d'onde 275 mm ; 140 mW de puissance 

echantillon ; frequence de choppage F = 157 Hz ; 

angle d' incidence 45° ; detection sur deux 
quadrants . 

2) Mesure : 

cartographies sur 1 mm 2 au centre des echantillons par 
pas de 0,1 mm. 

Pour chaque point X, Y, acquisition de Absorption=f ( t ) , 
avec 0<t<4 secondes par pas temporel de 100 ms environ. 
L ' acquisition se deroule comme suit : 
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• pour 0<t<l seconde par d'effet mirage : 
l'obturateur est ferine, 

• a t=l seconde, ouverture de 1 * obturateur , 

• pour l£t<4 secondes : rnesure de 1 1 absorption. 

5 

Les resultats sont donnes dans le tableau I 
suivant : 

Tableau I 

Valeur de 1 1 absorption maximum (Amax) 
10 pour chaque echantillon 



Echantillon n° 


Nature de 1 ' echantillon 


Amax a 275 nm 


Ech.l 


silane + HEG 


225 ua 


Ech.2 


silane + HEG + oligo IT 


280 ua 


Ech.3 


silane + HEG + oligo 2T 


360 ua 


Ech.4 


silane + HEG + oligo 8T 


730 ua 



avec ua : unites d' absorption. 

15 La figure 9 annex^e repr^sente 1' evolution des 

signaux photothermiques en fonction du temps obtenus 
sur des substrats de silice comportant de 
1 * hexa6thyl£ne glycol (HEG), un monom^re avec une base 
T (HEG+T) , un dim^re avec deux bases T (HEG+2T) , et un 

20 octom^re avec huit bcises T (HEG+8T) . 

Ces courbes repr6sentent respectivement la 
reference (pas de base azot6e) , le signal pour une base 
T, deux bases T et huit bases T. 
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Exemple 4 : determination dMme image de chaque etape 
de syn these d'un oligonucleotide 

La determination de 1' "image" de chaque etape de 
synthase se fait par comparaison avec les etapes 
| 5 prec^dentes. Des structures de tests sont donn^es 

1 sch6matiquement sur les figures 7 et 8 annexees. Sur 

ces figures, les structures de tests sont schematisees 
{* i r les carres, ou plots, correspondant a des zones par 

exemple de 100x100 \m 2 dans lesguelles la reponse 
10 optique sera mesur^e pour le substrat (ref) les quatre 
bases greff^es s£parement sur les substrats (A, C, G et 
T) , les dim^res gref f<§s correspondant aux dif f 6rents 
arrangements possibles dans 1 ' oligonucleotide final 

I (AT, AC, TT) . 

15 Grltce a ces plots de r£f6rence, nous avons mesure 

pour chaque base la signature de son absorption pour la 
ou les longueurs d'onde de mesure. Avec ces mesures 
d 1 absorption, on a pu verifier le nombre de bases G, C, 
T, A presentes dans la sonde d ' oligonucleotide grSce 
20 aux simples soustractions montrees sur la figure 7. 

Comme illustre sur la figure 8, par soustractions 
successives, le signal de chaque base a pu etre calculi 
quel que soit son environnement . Ainsi, dans la 
premiere ligne, referencee 80, on a pu determiner les 
25 signaux de A par rapport a A, C, G et T respect ivement , 
dans la deuxi&me ligne, ref£renc£e 82, on a pu 
* determiner les signaux de C par rapport a A, C, G et T 

respec t ivement , dans la troisieme ligne, r6f6renc6e 84, 
on a pu determiner les signaux de G par rapport a A, C, 
3 0 G et T respectivement et dans la quatrieme ligne, 
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r£ferencee 86, on a pu determiner les signaux de T par 
rapport a A, C, G et T respectivement . 

Exemple 5 ; procede de synthese d'une biopuce selon 
5 1 | invention 

Comme expose dans la description et les exemples 
precedents, la presente invention propose un procede 
qui permet d' analyser chaque etape de couplage dans la 
synthase in situ d 1 oligonucleotides sur substrats 
10 structures. 

L' analyse est non-destructrice . 

Toutefois, au-del& d'une certaine density de 
puissance envoy£e sur 1 1 echantillon, les inventeurs ont 
constat^ que 1 • echantillon pourrait itre abime de 
15 l'ordre de 1 kW/cm 2 . 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de caract^risation d'une base azotee, 
d'un acide nucleique, ou d'une base azotee d'un acide 

I 5 nucleique, fix6(e) sur un support, ledit proced6 

f consistant a caracteriser ledit acide nucleique ou 

ladite base azotee par une methode par effet mirage. 

2. Proced£ de quantification d'une base azotee, 
10 d'un acide nucleique, ou d'une base azotee d'un acide 

nucleique, fixe(e) sur un support, ledit procede 
consistant a quantifier ledit acide nucleique ou ladite 
base azotee par une methode par effet mirage. 

I 

15 3. Proced6 de cartographie de bases azot^es, 

d'acides nucleiques, ou de bases azot^es d'acides 
nucleiques, fixes (es) sur un support, ledit procede 
consistant a cartographier lesdits acides nucleiques ou 
lesdites bases azotees par une methode par effet 

20 mirage. 

4. Procede de fabrication d'une biopuce a acides 
nucleiques formee notamment d'un support sur Icquel est 
fix6 au moins un acide nucleique synthetise in situ, 

25 ledit procede comprenant au moins un cycle de synthese 
et d f analyse incluant notamment d'une part un couplage 
t d'une base azotee pour la synthese in situ dudit acide 

nucleique fixe sur le support, et d' autre part, une 
analyse destinee a contr61er le couplage de ladite base 

3 0 azotee, ladite analyse etant realisee au moyen d'un 
proc6d6 de caracterisation selon la revendication 1, de 
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quantification selon la revendication 2, ou de 
cartographie selon la revendication 3. 

5. Procede selon l'une quelconque des 
5 revendications 1 a 4, dans lequel la methode par effet 

mirage est une methode de deflexion photothermique . 

6. Procede selon la revendication 5, dans lequel 
la base azotee, l'acide nucleique, ou la base azotee de 

10 l'acide nucleique, est eclaire par un faisceau pompe 
provenant d'une source d • excitation, et 1 1 absorption, 
la deviation ou la reflexion de la lumi^re provenant de 
la source d' excitation par l'acide nucleique, ou par la 
base azotee, est d6tect6e ou mesur^e au moyen d'un 

15 faisceau sonde. 

7. Procede selon la revendication 6, dans lequel 
le faisceau pompe est une lumiere coh^rente. 

20 8. Proced6 selon la revendication 7, dans lequel 

les faisceaux sonde et pompe se croisent. 

9. Procede selon la revendication 6 ou 7 , dans 
lequel les faisceaux sonde et pompe sont en 

25 configuration transverse ou colineaire. 

10. Procede selon la revendication 6, dans lequel 
1' absorption est d^tectee ou mesuree dans une gamme 
spectrale allant de 200 a 300 run. 

30 
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11. Proceed selon la revendication 7, dans lequel 
le faisceau pompe est choisi parmi un laser argon ayant 
une longueur d'onde de ^75 nm, ou un laser solide ayant 
une longueur d'onde de 266 nm. 

5 

12. Procede selon la revendication 6, dans lequel 
la source d' excitation est une source incoh^rente. 

13. Procede selon l'une quelconque des 
10 revendications 1 a 4, dans lequel respectivement , la 

caracterisation, la quantification, la cartographie, ou 
1* analyse est r£alisee en polarisation du ou des acides 
nucl^iques presents sur le support. 



15 14. Dispositif pour la mise en oeuvre d'un procede 

selon la revendication 5, ledit dispositif comprenant 
les Elements suivants : 

- un moyen de positionnement de 1 ' 6chantillon 
comprenant un support sur lequel sont fixes les 

20 acides nucleiques, 

- un moyen d'eclairage de 1 ' £chantillon, 

- un moyen de detection et/ou de mesure de 
1 ' absorption, de la deviation ou de la 

sg reflexion de la lumiere par 1 * 6chantillon 

25 lorsqu'il est eclair^ par ledit moyen 

d'eclairage, et 

- un moyen de positionnement dudit moyen 
d'eclairage et dudit moyen de detection et/ou 
de mesure . 

30 
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